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Alzheimerjeva bolezen (AB) postaja kot najpogostejša oblika demence vedno večji problem 
moderne družbe. Bolezen je kompleksna in kljub mnogim raziskavam glavni vzrok zanjo ni 
znan. Skozi zgodovino so se razvile tri najpomembnejše hipoteze: holinergična, amiloidna in tau 
hipoteza. Kljub mnogim raziskavam so dostopna zgolj štiri zdravila, ki blažijo simptome AB. 
Raziskave so pokazale, da se v poznejših stadijih AB poveča izražanje in aktivnost encima 
butirilholin esteraze (BChE), aktivnost in izražanje encima acetilholin esteraze (AChE) pa se 
zmanjša. To dognanje nakazuje, da je BChE lahko zelo perspektivna terapevtska tarča v 
obvladovanju AB. 
V okviru magistrske naloge smo načrtovali, sintetizirali in in vitro ovrednotili analoge zaviralca 
BChE, spojine zadetka, ki je bil odkrit s programom za virtualno rešetanje na osnovi liganda, 
LiSiCA. Od načrtovanih sedmih spojin ter resinteze spojine zadetka smo uspešno sintetizirali 
šest novih derivatov. Spojine smo okarakterizirali z jedrsko magnetno resonanco (NMR), 
infrardečo spektrometrijo (IR) in masno spektrometrijo visoke ločljivosti (HRMS). Čistost spojin 
smo določili s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC). Z Ellmanovo metodo smo 
določili srednjo inhibitorno koncentracijo (IC50) na encimih humana BChE (hBChE) in humana 
AChE (hAChE). S primerjavo IC50 vrednosti smo lahko razbrali, kako uvedene strukturne 
modifikacije vplivajo na jakost zaviranja – t.i. odnos med strukturo in delovanjem ter 
selektivnost zaviranja BChE sintetiziranih analogov v primerjavi s spojino zadetkom. Zamenjava 
piperidinskega obroča z manjšim pirolidinskim in večjim azepanskim je vodila do šibkejšega 
zaviranja hBChE. Cis 3-(4-fluorostiril)piperidinski analog 25 (IC50 = 44,2 ±4,0 nM) je v 
primerjavi z izhodišnim zaviralcem (IC50 = 99,8 ±8,7 nM) edini izkazoval močnejšo zaviralno 
aktivnost na hBChE. V sodelovanju s skupino kristlografov iz Francije smo razrešili tudi 
kristalno strukturo analoga 25 v aktivnem mestu encima hBChE, s čimer smo tudi na 
strukturnem nivoju razložili močno nanomolarno zaviranje hBChE. 
 
Ključne besede: Alzheimerjeva bolezen, holinergična hipoteza, zaviralci butirilholin esteraze, 





Alzheimer's disease (AD) presents an increasingly alarming health-care problem as the leading 
form of dementia in modern society. AD is a complex disease and the underlying cause is not 
defined. Decades of research have resulted in three main hypotheses, i.e. cholinergic, amyloid 
and tau hypothesis. There are currently only four drugs approved for the treatment of symptoms 
of AD. Research shows increased activity of butyrylcholinesterase (BChE) during the later 
stages of AD, while the activity of acetylcholinesterase (AChE) is decreased. Altogether, BChE 
represents a potential target for the management of AD. 
Within the Master's thesis, analogues of potent BChE inhibitor discovered by ligand-based 
screening program LiSiCA were designed, synthesized and evaluated. Six out of seven designed 
analogues were successfully synthesized alongside with the hit compound. Compounds were 
characterized by methods of nuclear magnetic resonance (NMR), infrared spectroscopy (IR) and 
high resolution mass spectrometry (HRMS). Purity of synthesized compounds was determined 
using high performance liquid chromatography (HPLC). Median inhibitory concentration (IC50) 
for human butyrylcholinesterase (hBChE) and human acetylcholinesterase (hAChE) was 
determined using the method of Ellman. Comparing IC50 values, we were able to determine the 
structure activity relationships and selectivity of analogues in comparison to hit compound. 
Replacement of piperidine with smaller pyrrolidine or larger azepane resulted in diminished 
inhibitory potency on hBChE. Cis 3-(4-fluorostyryl)piperidine analogue 25 (IC50 = 44.2 ±4.0 
nM) was the only compound that showed more potent inhibition over the hit compound (IC50 = 
99.8 ±8.7 nM). In collaboration with the group of crystallographers from France, crystal 
structure of analogue 25 in the active site of hBChE was resolved, which provided the structural 
rationel for nanomolar inhibition of hBChE. 
 
 
Key words: Alzheimer's disease, cholinergic hypothesis, butyrylcholinesterase inhibitors, 





Å – angstrem, enota za razdaljo, 1 Å = 10–10 m 
AB – Alzheimerjeva bolezen 
Aβ – β-amiloidni protein 
ACh – acetilholin 
AChE – encim acetilholin esteraza 
APOE – apolipoprotein E 
APP – amiloidni prekurzorski protein 
ATR – oslabljena popolna odbojnost 
BChE – encim butirilholin esteraza 
Boc – terc-butoksikarbonilna zaščitna skupina 
CDCl3 – devteriran kloroform 
ChAT – holinacetil transferaza  
DKM – diklorometan 
DIAD – diizopropil azadikarboksilat 
DMF – N,N-dimetilformamid 
d-DMSO – devteriran dimetilsulfoksid 
ESI-MS – masna spektrometrija s tehniko razprševanja raztopine v električnem polju 
EtOAc – etil acetat 
Hex – n-heksan 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
ekv – ekvivalent 
vii 
 
IC50 – srednja inhibitorna koncentracija 
IR – infrardeča spektroskopija 
LDLR – lipoproteinski receptor z nizko gostoto 
MeCN – acetonitril 
MS – masna spektrometrija 
NaBTMSA – natrijev bis trimetilsililamid 
PE – petroleter 
PEN2 – ojačevalec presenilina 2 
PSEN1 – presenilin 1 
PSEN2 – presenilin 2 
TBTU – 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilaminijev tetrafluoroborat 
TFA – trifluoroocetna kislina 
THF – tetrahidrofuran 
TLC – tenkoplastna tekočinska kromatografija 
TMS – tetrametilsilan 







1.1 Alzheimerjeva bolezen 
 
Alzheimerjeva bolezen (AB) je kronična progresivna nevrodegenerativna bolezen. Je 
najpogostejša oblika demence, saj predstavlja med 60 in 70 % vseh obolelih za demenco (1). AB 
prizadene 6 % ljudi nad 65. letom starosti, s staranjem pa se delež obolelih povečuje (2). V letu 
2010 je bilo število obolelih za AB ocenjeno na 35,6 milijonov (3). Leta 2019 je bilo število 
obolelih ocenjeno na 50 milijonov s pričakovanim porastom na 152 milijonov obolelih po svetu 
do leta 2050 (1). 
Prvi simptom AB je blaga izguba spomina, ki jo pogosto zmotno pripisujemo zgolj starosti. 
Zaradi progresivnosti AB razdelimo simptome bolezni v zgodnji, srednji in pozni stadij. V 
zgodnjem stadiju se navadno pojavijo pozabljivost, izguba občutka za čas, težave pri izražanju, 
težave pri odločanju, motnje razpoloženja. V srednjem stadiju postanejo simptomi bolj jasni in 
omejujoči pri vsakodnevnem življenju in enostavnih opravilih. Pojavijo se bolj očitne težave s 
spominom, vse večja zmedenost in izgubljenost, občutek paranoje, afazija, težave z 
oddaljenostjo predmetov, občutek depresije, frustracij, razdražljivost in halucinacije. V poznem 
stadiju so simptomi zelo resni, lahko tudi usodni. Navadno otežujejo oskrbo obolelih in posredno 
prizadenejo tudi svojce in skrbnike obolele osebe. Pojavijo se lahko težave pri požiranju, težave 
pri gibanju ali menjavi položaja, izguba govora, hude izgube spomina ter težave pri 
prepoznavanju svojcev (4, 5). 
Zaradi vse resnejših simptomov AB je za obolele navadno potrebna oskrba. Cene oskrb so v 
Združenih državah Amerike leta 2015 ocenili na 818 milijard ameriških dolarjev s porastom 35 
% od leta 2010. Znesek je ekvivalenten bruto domačemu proizvoda držav kot so Turčija, 
Nizozemska in Indonezija, ki so v času raziskave predstavljale mesta od 16. do 18. na seznamu 
največjih ekonomij na svetu glede na njihov bruto domači proizvod. Prav tako je znesek oskrbe 
znašal več kot je bila vrednost takrat največjih podjetij – Apple in Google. Cena dolgotrajne 
oskrbe nenehno narašča zaradi povečevanja števila obolelih in je bila za leto 2030 ocenjena na 
kar 2 bilijona ameriških dolarjev (3, 6).  
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1.2 Nastanek Alzheimerjeve bolezni 
 
AB je zelo kompleksna bolezen. Skozi zgodovino so raziskovalci poskušali njen nastanek 
razložiti z mnogimi pojavi kot so polimorfizem apolipoproteina E (APOE), okvarjena 
homeostaza Ca2+, mutacije gena za amiloidni prekurzorski protein (APP), povečan oksidativni 
stres, patološka presnova lipidov v možganih, vnetne reakcije ob nastalih senilnih plakih itd. 
Mnogo raziskav je bilo opravljenih z avtopsijo človeških možganov. Pri glodalcih, ki so navadno 
poskusne živali, senilne lehe ne nastajajo, opažene pa so bile pri starejših psih in opicah. Z 
razvojem genetike v zadnjih letih so uspeli vzgojiti transgene miši z mutiranim človeškim genom 
za APP ali presenilin. Prav tako lahko na teh miših povečajo izražanje gena za alel ε4 APOE in 
proteina tau (7). Živalski modeli so olajšali študije nastanka in poteka AB, hkrati pa omogočajo 
enostaven sistem za testiranje novih terapevstkih pristopov kot so nizkomolekularni zaviralci 
encimov, agonisti ter antagonisti receptorjev ali pa biološka zdravila, ki ciljajo proteine vpletene 
v patogenezo bolezni. 
 
1.2.1 Holinergična hipoteza 
 
Za razlago nastanka bolezni so se tekom desetletij raziskav izoblikovale številne hipoteze, 
holinergična hipoteza je najstarejša izmed njih. Izvira iz biokemijskih raziskav možganov 
pacientov z AB iz poznih šestdesetih in zgodnjih sedemdesetih let dvajsetega stoletja. Želeli so 
odkriti jasno definirano kemijsko nepravilnost, s čimer bi postavili temelje za razvoj zdravil. 
Rezultati raziskav so pokazali primankljaj encima holinacetil transferaze (ChAT), ki je 
odgovoren za sintezo acetilholina (ACh), ACh pa deluje kot prenašalec signala med 
holinergičnimi nevroni in v živčno-mišičnem stiku. Skupaj z raziskavami o vplivu ACh na 
učenje in spomin se je tako razvila holinergična hipoteza o nastanku AB. V začetnih stadijih je 
moč zaznati znižano kortikalno holinergično inervacijo (Slika 1, 1), nato sledi zmanjšan kortiko-
kortikalen glutameričen prenos signala zaradi izgube nevrona ali sinapse (2). Sledi znižan prenos 
signala iz muskarinskih receptorjev M1 zaradi motene sklopitve s sekundarnim prenašalcem (3), 
hiperfosforilacija proteina tau (4) in znižano izločanje topnega fragmenta sAPPα, ki nastane po 
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proteolitski razgradnji APP (5). Nazadnje se poviša količina nastalega β-amiolidnega proteina 
(Aβ) (6) ter zniža sinteza glutamata (7) (8). 
 
Slika 1: Shematski prikaz kortikalnega nevrona z izpostavljenimi glavnimi bolezenskimi spremembami pri AB. 
(prirejeno po viru 8). 
 
1.2.2 Amiloidna hipoteza 
 
Amiloidna hipoteza trdi, da je temeljni vzrok za nastanek AB nalaganje in prepletanje 
amiloidnega proteina-β (Aβ) v agregate, fibrile in plake. Sprva so raziskave kazale na mutacijo 
gena na kromosomu 21, kjer se nahaja gen za APP. Slednje je podpirala tudi raziskava pri ljudeh 
z Downovim sindromom, ki imajo delne ali celotne kopije kromosoma 21 (9, 11). Osebe z 
Downovim sindromom so pokazale simptome AB že pri 40. letu starosti (10, 11). Mutacije na 
kromosomu 21 so povezane predvsem z nastankom zgodnje avtonomno dominantne družinske 
oblike AB (FAD – Early-Onset Familial Alzheimer's disease). Mutacije povzročijo povečan 
nastanek daljše izooblike Aβ42, ki ima večjo tendenco nalaganja v skupke kot za dve 
aminokislini krajši Aβ40 (12).  
Prav tako imata pomen pri družinski AB mutaciji genov, ki kodirata proteina presenilin 1 
(PSEN1) in 2 (PSEN2). Ta dva proteina sta skupaj z nikastrinom (NCT), APH-1 in PEN2 
ključna v tvorbi in aktivnosti kompleksa γ-sekretaze, ki sodeluje pri razgradnji APP. APP najprej 
cepi β-sekretaza, pri čemer nastane fragment CTF-β znan tudi kot C99, slednjega pa cepi γ-
sekretaza, kar pripelje do nastanka Aβ (12, 13).  
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Polimorfizem gena, ki kodira za APOE, ima ključno vlogo pri razvoju pozne AB (LOAD – Late-
Onset Alzheimer's disease). APOE ima fiziološko vlogo pri transportu holesterola in drugih 
lipidov v možgane preko lipoproteinskih receptorjev z nizko gostoto (LDLR). V cerebrospinalni 
tekočini se APOE veže na Aβ in tako vpliva na razgradnjo Aβ v celicah mikroglije (14). Zaradi 
polimorfizma gena, ki kodira za APOE, obstajajo aleli ε2, ε3 in ε4. Alel ε3 najdemo pri 77 % 
ljudi in prenaša Aβ v celice mikroglije, kjer se le-ta razgrajuje. Alel ε4 je izražen v približno 15 
% populacije in nad 50 % pri bolnikih z AB. Predstavlja največje tveganje za nastanek AB zaradi 
nižje afinitete do Aβ, kar zmanjša učinkovitost razgradnje tega nevrotoksičnega peptida, ki se 
začne ekstracelularno nalagati v oligomere, protofibrile in nazadnje v fibrile Aβ (12, 14). 
Amiloidni plaki, sestavljeni iz fibrilov Aβ in številnih drugih proteinov, so glavna histopatološka 
in patognomonična karakteristika, ki se detektira pri imunohistokemijski analizi možganskega 
tkiva pacientov z AB.  
 
1.2.3 Tau hipoteza 
 
Protein tau sodeluje pri stabilizaciji mikrotubulov, polimerizaciji tubulina in pospešuje transport 
organelov po mikrotubulih. V normalnih človeških možganih je prisotnih 6 izoform proteina (15, 
18), fosforilacija proteina tau pa je poglaviten regulator vezave na mikrotubule. 
Hiperfosforilacija vezavne regije za mikrotubule povzroči konformacijske spremembe, kar vodi 
v izgubo funkcije proteina in povečano citotoksičnost hiperfosforiliranih proteinov. Prost 
hiperfosforiliran protein tau se zato nabira znotrajcelično (16). Nevroni se na hiperfosforiliracijo 
tau proteina odzovejo s povečano ekspresijo tau proteinov in z vezavo hiperfosforiliranih tau 
proteinov v inertne polimere, t.j. nevrofibrilarne pentlje. Struktura citoskeleta se spremeni in s 
tem izgublja svojo fiziološko funkcijo, prizadeti nevroni pa posledično propadejo (17, 18). Pri 
fosforilaciji sodelujejo številne kinaze, na aktivnost teh pa vpliva med drugim tudi Aβ ter 
proinflamatorni citokini, kar kaže na močno prepletenost in soodvisnot večih patoloških 
procesov detektiranih pri AB.  
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1.3 Zdravljenje AB 
 
AB je kompleksna bolezen s številnimi genetskimi in okoljskimi dejavniki tveganja. Približno 
eno tretjino vseh primerov po svetu pripisujejo vplivu dejavnikov nezdravega načina življenja v 
srednjih letih. Med te dejavnike sodijo kajenje, pomanjkanje fizične aktivnosti, prekomerna 
telesna teža, povišan krvni pritisk, depresija in drugi. Raziskave kažejo, da se z bolj zdravim 
načinom življenja lahko vsaj deloma preprečuje upad kognitivnih funkcij v poznejših letih 
življenja (19). 
Kljub več desetletjem raziskav so trenutno za AB odobrena samo štiri zdravila, ki zgolj blažijo 
simptome, ne preprečujejo pa nastanka bolezni, pri čemer je bil memantin leta 2003 zadnja 
zdravilna učinkovina odobrena za terapijo AB. Številna klinična testiranja protiteles usmerjenih 
proti proteinu Aβ ter molekul, ki zmanjšajo njegovo nastajanje z inhibicijo β-sekretaz so se vsa 
izjalovila, saj so potencialne zdravilne učinkovine izkazale previsoko toksičnost ali pa niso bile 
učinkovite v primerjavi s placebom. Trenutno odobrena zdravila v terapiji AB lahko razdelimo v 
dve skupini: zaviralci holin esteraz in antagonisti NDMA receptorja (20, 21). 
 
1.3.1 Zaviralci holinesteraz 
 
Zaviralci holinesteraz (ChE) so molekule, ki preko zaviranja dveh holinesteraz, acetilholin 
esteraze (AChE) in butirilholin esteraze (BChE) znižujejo razgradnjo prenašalca signala ACh 
med nevroni. Kot prva zdravilna učinkovina z zaviralnim delovanjem na ChE je bil registriran 
takrin, ki pa zaradi neželenih učinkov in hepatotoksičnosti ni več v uporabi od leta 2013. Danes 
so na voljo donepezil, rivastigmin in galantamin, strukture so prikazane na Sliki 2 (20, 21). 
Donepezil je reverzibilen nekompetitivni zaviralec AChE, rivastigmin zavira tako AChE kot 
BChE, galantamin pa je reverzibilen kompetitivni zaviralec AChE. Vsi zaviralci imajo veliko 
število neželenih učinkov, med katere spadajo slabost, bruhanje, izguba apetita, utrujenost, 
prebavne motnje, vrtoglavica, nespečnost, glavoboli in drugi, ki pa so v veliki meri povezani z 




Slika 2: Kemijske strukture zaviralcev holinesteraz. 
 
1.3.2 Antagonisti receptorja NDMA 
 
Edino registrirano zdravilo v tej kategoriji je memantin (Slika 3). Deluje kot alosterični 
antagonist (blokator) NDMA receptorja in se uporablja pri resnejših oblikah AB. Pogosto se 
memantin predpisuje skupaj z zaviralcem holinesteraz, najpogosteje donepezilom (22, 23). 
Glavna prednost memantina pred zaviralci holinesteraz je mnogo manjše število neželenih 
učinkov. Ti so predvsem glavoboli, vrtoglavica in zmedenost ter v manjši meri povišan ali znižan 
krvni pritisk (22). Rezultati raziskav kažejo na signifikantno izboljšanje kognitivne funkcije in 
manjši upad le-teh pri uporabi memantina (23). 
 
Slika 3: Kemijska struktura memantina.  
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1.4  Vloga butirilholin esteraze (BChE) 
 
V holinergičnem sistemu prenos signala med nevroni regulirata dve holinesterazi. V največji 
meri ACh razgrajuje AChE, pri čemer nastaneta produkta holin in acetat. Poleg AChE lahko 
ACh razgrajuje tudi encim BChE. Raziskave na transgenih miših so pokazale možnost 
regulatorne vloge BChE v holinergičnem sistemu in posledični vpliv na motoriko, zavedanje, 
kognitivne sposobnosti in obnašanje (24). Raziskave so pokazale tudi povečan delež BChE v 
hipokampusu po 60. letu starosti. Razmerje med aktivnostjo in ekspresijo BChE in AChE se v 
hipokampusu in senčnem delu možganov bolnikov z AB v primerjavi z zdravimi možgani 
spreminja v korist BChE (25, 26). V nekaterih predelih možganov razmerje med 
koncentracijama encimov poraste od 0,2 do 11,0 v korist BChE, ki tako prevzame vodilno vlogo 
pri razgradnji ACh (27). Zaradi navedenih dejstev predstavlja BChE dobro terapevtsko tarčo v 
poznih stadijih AB (26, 27). 
 
1.5  Primerjava AChE in BChE 
 
Encima AChE in BChE sta serinski hidrolazi. Z rentgensko kristalografijo je bilo ugotovljeno, da 
hidroliza substratov poteka v žepku globine 20 Å. Na dnu žepka se nahaja katalitična triada 





Slika 4: Aktivni mesti humane (h)AChE (levo) in humane (h)BChE (desno). Aminokislinski ostanki katalitične 
triade so označeni svetlo modro. Aminokislinski preostanki vezavnega mesta za holin so označeni rumeno, 
aminokislinski preostanki vezavnega mesta za acilno skupino pa so označeni z vijolično. Te tri regije skupaj tvorijo 
t.i. »A-vezavno mesto«. Aminokislinski preostanki perifernega vezavnega mesta so označeni z zeleno (prirejeno po 
viru 28). 
 
Periferno vezavno mesto ima ključno vlogo pri vezavi in orientaciji substrata ob vstopu v aktivno 
mesto. Pri hAChE tvorijo aminokislinski preostanki Trp286, Tyr124, Tyr72 in Tyr341 π-kation 
interakcije z ACh in ga usmerijo na dno aktivnega mesta. Tam ACh tvori interakcije s Trp86 in 
Tyr337 vezavnega mesta za holin in se orientira za reakcijo s katalitičnim serinom (Ser203). V 
vezavnem mestu za acilno skupino ACh tvori neusmerjene van der Waalsove interakcije s 
Phe295, Phe297 in Trp236 (24). Čeprav sta si encima sicer zelo podobna, je aktivno mesto 
bistveno drugačno pri obeh encimih. Od 10 aromatskih aminokislinskih preostankov hAChE so 
samo štirje od njih ohranjeni v hBChE: Tyr332 v perifernem vezavnem mestu (Tyr341 pri 
hAChE) ter Trp82, Phe392 in Trp321 t.i. »A-vezavnega mesta« (Trp86, Phe338 in Trp236 pri 
hAChE). Preostali aminokislinski preostanki aktivnega mesta hBChE so Asn68, Asp70, Glu119 
in Ala277 na perifernem vezavnem mestu ter Gln197, Leu286, Val288, Ala328 in Phe398 v A-




Ob visokih koncentracijah substrata je aktivnost hAChE zmanjšana zaradi substratne inhibicije. 
Razlog za ta pojav je najverjetneje sterična blokada ob sprostitvi produktov hidrolize zaradi 
vezave druge molekule substrata na periferno vezavno mesto hAChE (28). Zaradi strukturnih 
razlik med hAChE in hBChE slednji pri višji koncentraciji substrata izkazuje višjo katalitsko 
aktivnost. Vzrok za ta pojav je znižana aktivnost hAChE ob visokih koncentracijah substrata ter 
možna substratna stabilizacija hBChE. V aktivno mesto se reverzibilno veže sekundarna 
molekula substrata in tako stabilizira kompleks encima s substratom in encima z intermediati 
(31). 
 
1.6  Zaviralci BChE 
 
Virtualno rešetanje na osnovi liganda temelji na predpostavki, da imajo spojine s podobno 
dvodimenzionalno ali trodimenzionalno kemijsko strukturo podobno biokemijsko aktivnost (32). 
S to metodo je možno in željeno odkriti spojine z različnimi skeleti v primerjavi z referenčno 
molekulo na osnovi katere se izvaja metoda (33). Pri uspešni zamernjavi kemijskega skeleta 
referenčne molekule govorimo o t.i. skeletnem preskoku.  
Raziskovalci Kemijskega inštituta v Ljubljani so v povezavi s člani Fakultete za farmacijo 
Univerze v Ljubljani razvili program za virtualno rešetanje na osnovi klik algoritma imenovan 
LiSiCA (ang. Ligand Similarity using Clique Algorithm). Program primerja dvodimenzionalno 
strukturo in tridimenzionalne razdalje med referenčno molekulo in preiskovano spojino. Z 
uporabo znanega zaviralca hBChE 1 [N-((1-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)piperidin-3-il)metil)-N-
(2-metoksietil)-2-naftamida] kot referenčne molekule so odkrili zaviralec hBChE 2 [spojina 1-(2-






Slika 5: Referenčna molekula (1) in zaviralec hBChE (2) (prirejeno po viru 33). 
 
 
Iz razrešene kristalne strukture kompleksa spojine zadetka v aktivnem mestu hBChE (Slika 6) je 
razvidno, da lahko zaviralec zaradi gibljivosti fluorofenetilnega dela molekule v aktivnem mestu 
zavzame dve konformaciji. Možne so π-kation interakcije med Phe329 in Tyr332 in terciarnim 
dušikovim atomom v piperidinskem obroču. Prav tako so možne hidrofobne van der Waalsove 
interakcije fluorofenetilnega dela molekule z Asp70 in Ile69. Kot zanimivost lahko izpostavimo, 
da orientacija fluorofenetilnega dela zavzema konformacijo, ki je podobna (Z) – cis (modra 
barva) ali (E) – trans (siva barva) konfiguraciji, če bi molekula namesto fluorofenetilnega 





Slika 6: Razrešena kristalna struktura zaviralca 2 v kompleksu s hBChE. Aminokislinski preostanki so prikazani v 




2. NAMEN DELA 
 
Pri delu v sklopu magistrske naloge bomo načrtovali, sintizirali in biokemijsko ovrednotili 
analoge zaviralca hBChE, ki je bil odkrit s programom LiSiCA (opisano v poglavju 1.6). V 
prvem delu bomo razvili sintezno pot in resintetizirali izhodno spojino, ki nam bo služila kot 
referenca pri biokemijskem testiranju (Slika 7, I). Nadalje bomo substituent na mestu 3 
piperidinskega obroča rigidizirali tako, da bomo uvedli fluorostirilni fragment ter izolirali 
posamezna geometrijska izomera (II, III). Na mesto 1 piperidinskega obroča bomo uvedli 1-
etilpirolidin (IV), 1-propilpirolidin-2-on (V) in 1-etilpiperidin-2-on (VI). Osrednji piperidin 
bomo spremenili tako, da bomo obroč zmanjšali za en ogljikov atom in tako dobili pirolidinski 
obroč (VII). Prav tako bomo pripravili spojino z azepanskim obročem (VIII), ki je od 
piperidinskega večji za en ogljikov atom. Spojine bomo okarakterizirali z uporabo analiz jedrske 
magnetne resonance (1HNMR, 13CNMR), masne spektrometrije (MS) in kromatografije visoke 
ločljivosti (HPLC). Prav tako bomo z uporabo Ellmanove metode določili srednjo inhibicijsko 
koncentracijo (IC50) na hBChE, hkrati pa bomo preverili tudi aktivnost spojin na hAChE.  
 








Vsa topila in reagenti uporabljeni pri laboratorijskem delu, so bili kupljeni pri komercialnih 
proizvajalcih, kot so Sigma-Aldrich, Fluka, Merck, Apollo Scientific, TCI Europe in Carlo Erba.  
 
3.2 Analitske metode 
 
 Kromatografske metode 
Za tenkoplastno kromatografijo (TLC) smo uporabili ploščice TLC Silica gel 60 F245 proizvajalca 
Merck z 0,20 mm debelim nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu 20 × 20 cm z dodanim 
fluorescentnim indikatorjem. Mobilne faze za razvijanje kromatogramov so navedene pri 
posameznih eksperimentih. Za detekcijo spojin smo uporabili ultravijolično (UV) svetlobo 
valovnih dolžin 254 nm in 366 nm ter raztopine splošnih orositvenih reagentov. 
Za čiščenje produktov smo uporabili kolonsko kromatografijo s stacionarno fazo Silikagel 60 z 
velikostjo delcev med 0,04 mm in 0,063 mm (proizvajalec Merck). Mobilne faze so navedene pri 
posameznih eksperimentih. Za čiščenje nekaterih produktov smo uporabili reverznofazno 
kolonsko kromatografijo na sistemu Biotage Isolera One System. Uporabili smo kolono Biotage 
SNAP Cartridge KP-C18-HS 12 g. Mobilna faza je bila 0,1 % vodna raztopina trifluoroocetne 
kisline (TFA) mešana z acetonitrilom (MeCN). Spojino smo detektirali pri valovnih dolžinah 220 
nm in 254 nm. Analitsko kromatografijo visoke ločljivosti (UHPLC) smo izvedli na sistemu 
Thermo Fisher UltimMate 3000 s kolono Acquity UPLC HSS C18 1,8 μm, dimenzij 2,1 × 50 mm 
(Waters). Kolona je bila termostatirana na 40 °C, koncentracija vzorca je bila 0,1 mg/mL (v 100 % 
MeCN). Volumen injiciranja je znašal 5 μL, pretok mobilne faze skozi kolono je bil 0,4 mL/min. 
Mobilna faza je bila 0,1 % raztopina TFA v vodi in MeCN. Gradient je znašal: 10 do 90 % MeCN 




 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
NMR spektre smo posneli na napravi Bruker Avance III 400 MHz. Vzorce smo raztopili v 
devteriranem kloroformu (CDCl3) ali devteriranem dimetilsulfoksidu (d-DMSO). Topili sta 
vsebovali interni standard tetrametilsilan (TMS). Kemijske premike δ smo podali v delih na 
milijon (ppm) glede na premik topila. Spektre smo obdelali s programom MestReNova. 
 Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR spektre smo posneli na napravi Perkin-Elmer, FT-IR System, Spectrum BX. Uporabili smo 
tehniko oslabljene popolne odbojnosti ATR (ang. Attenuated total reflectance). 
 Masna spektroskopija (MS) 
Masne spektre visoke ločljivosti (HRMS) smo posneli na napravi Q Executive Plus LC-MS/MS 
proizvajalca Thermo Fisher Scientific in na spektrometru Expression CMS proizvajalca Advion. 
 Temperatura tališča 
Temperature tališč trdnih spojin smo določili s Kofflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico 
Leica. 
 Biokemijsko vrednotenje 
Zaviralno aktivnost za sintetizirane spojine smo določili z uporabo Ellmanove metode, ki temelji 
razgradnji substrata, pri čemer nastane produkt, ki ga lahko določimo spektrofotometrično (34). 
Zaviralno aktivnost pripravljenih spojin smo določili na hAChE in hBChE. Testiranje je izvedel 




4. EKSPERIMENTALNI DEL – SINTEZA SPOJIN 
 
4.1 Sinteza 1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-3-karboksilne kisline (3) 
 
 
Piperidin-3-karboksilno kislino (15,31 g, 118,53 mmol, 1 ekv) smo raztopili v zmesi topil 80 mL 
1 M NaOH, 80 mL 1,4-dioksana in 80 mL prečiščene H2O. Raztopino smo ohladili na 0 °C in 
dodali raztopino Boc2O (31,94 g, 142,24 mmol, 1,2 ekv) v 80 mL 1,4-dioksana. Odmaknili smo 
ledeno kopel in mešali 24 ur pri sobni temperaturi. Po 24 urah smo pri znižanem tlaku uparili 
približno polovico topila. Preostanek smo v liju ločniku nakisali z 1 M raztopino HCl do pH med 
2 in 3. Sledila je ekstrakcija z EtOAc, dvakrat z 200 mL in dvakrat s 100 mL. Združene organske 
faze smo sušili z brezvodnim Na2SO4. Odfiltrirali smo trden Na2SO4 in uparili topilo pri 
znižanem tlaku. 
 
IUPAC ime 1-(Terc-butoksikarbonil)piperidin-3-karboksilna kislina (3) 
Izgled Bela kristalinična snov 
 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,25 
Izkoristek 96,1 % 
Tališče 134,1–135,4 °C 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 4.11 (bs, 1H), 3.87 (dt, J = 13.2, 4.0 Hz, 1H), 3.04 (bs, 1H), 2.86 
(ddd, J = 13.5, 10.9, 3.0 Hz, 1H), 2.49 (tt, J = 10.1, 3.9 Hz, 1H), 2.05 – 2.09 
(m, 1H), 1.60 – 1.75 (m, 2H), 1.45 (s, 9H), 1.40 – 1.52 (m, 1H). 
ESI-MS Izračunano za C11H18NO4 [M–H]





4.2 Sinteza Weinrebovih amidov – Splošni postopek A (4, 5) 
 
 
Slika 8: Reakcijska shema sinteze Weinrebovih amidov. 
 
Izhodni kislini (1 ekv) smo v zaporedju dodali DKM (100–300 mL), TBTU (1,2 ekv), Et3N (5 
ekv) in CH3NHOCH3 × HCl (1,2 ekv). Reakcijsko zmes smo mešali med 24 in 72 ur pri sobni 
temperaturi. Nato smo jo prenesli v lij ločnik in jo trikrat sprali z 1 M raztopino HCl (60–180 
mL), dvakrat z nasičeno raztopino NaHCO3 (60–180 mL), štirikrat s prečiščeno H2O (60–180 
mL) in z nasičeno raztopino NaCl (60–180 mL). Organsko fazo smo sušili z brezvodnim 
Na2SO4. Odfiltrirali smo trden Na2SO4 in uparili topilo pri znižanem tlaku. Rumen oljnat produkt 
smo očistili s kolonsko kromatografijo v mobilni fazi EtOAc/Hex = 1/1. 
 
4.2.1 Sinteza terc-butil-3-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata (4) 
 
Spojino 4 smo sintetizirali po splošnem postopku A iz 1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-3-
karboksilne kisline. Pri sintezi smo uporabili 25,90 g (113,61 mmol) izhodne kisline, 300 mL 
DKM, 43,77 g (136,33 mmol) TBTU, 78,96 mL (568,05 mmol) Et3N ter 13,30 g (136,33 mmol) 
CH3NHOCH3 × HCl. Pri spiranju smo uporabili 180 mL 1 M raztopine HCl, 180 mL nasičene 
raztopine NaHCO3, 180 mL prečiščene vode in 180 mL nasičene raztopine NaCl.  
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IUPAC ime Terc-butil-3-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-karboksilat (4) 
Izgled Bela poltrdna snov 
 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,33 
Izkoristek 84,6 % 
Tališče 78,3–78,8 °C 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm ) 4.13 (bs, 2H), 3.73 (s, 3H), 3.18 (s, 3H), 2.85 (bs, 2H), 2.70 (bs, 
1H), 1.92 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 1.60 – 1.63 (m, 2H), 1.46 (s, 9H), 1.46 – 1.52 
(m, 1H). 
ESI-MS 
Izračunano za C13H24N2O4Na [M+Na]
+ (m/z): 295,16; izmerjena vrednost: 
295,1 
 
4.2.2 Sinteza terc-butil-3-(metoksi(metil)karbamoil)pirolidin-1-karboksilata (5) 
 
Spojino 5 smo sintetizirali po splošnem postopku A iz 1-(terc-butoksikarbonil)pirolidin-3-
karboksilne kisline. Pri sintezi smo uporabili 3,00 g (13,94 mmol) izhodne spojine, 100 mL 
DKM, 5,34 g (16,72 mmol) TBTU, 9,70 mL (69,69 mmol) Et3N ter 1,63 g (16,72 mmol) 
CH3NHOCH3 × HCl. Pri ekstrakciji smo uporabili 60 mL 1 M raztopine HCl, 60 mL nasičene 
raztopine NaHCO3, 60 mL prečiščene vode in 60 mL nasičene raztopine NaCl. 
IUPAC ime Terc-butil-3-(metoksi(metil)karbamil)pirolidin-1-karboksilat (5) 
Izgled Brezbarvno olje 
 
TLC Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,12 
Izkoristek 74,8 % 
Tališče / (olje) 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 3.71 (s, 3H), 3.30 – 3.59 (m, 5H), 3.19 (s, 3H), 2.00 – 2.21 (m, 
2H), 1.44 (s, 9H). 
ESI-MS 
Izračunano za C12H22N2O4Na [M+Na]






4.3 Redukcija Weinrebovih amidov – splošni postopek B (6, 7) 
 
 
Slika 9: Reakcijska shema redukcije Weinrebovih amidov. 
 
Izhodno spojino (1 ekv) smo raztopili v brezvodnem THF (60–150 mL) pod Ar atmosfero. 
Raztopino smo ohladili na 0 °C na ledeni kopeli in dodali LiAlH4 (1,5 ekv). Mešali smo 1 h pri 0 
°C. Po 1 h smo reakcijo previdno po kapljicah ustavili z nasičeno raztopino NaHCO3. Reakcijsko 
zmes smo odfiltrirali, uparili matičnico in dodali EtOAc (100–250 mL). Organsko fazo smo 
sprali enkrat z nasičeno raztopino NaHCO3 (80–200 mL), enkrat s prečiščeno H2O (80–200 mL), 
enkrat z 1 M raztopino HCl (80–200 mL) in enkrat z nasičeno raztopino NaCl (80–200 mL). 
Organsko fazo smo sušili z brezvodnim Na2SO4. Odfiltrirali smo trden Na2SO4 in uparili topilo 





4.3.1 Sinteza terc-butil-3-formilpiperidin-1-karboksilata (6) 
 
Spojino 6 smo sintetizirali po splošnem postopku B iz terc-butil-3-
(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata 4. Pri sintezi smo uporabili 25,92 g (95,17 
mmol) izhodne spojine 4, 150 mL THF in 5,42 g (142,75 mmol) LiAlH4. Pri spiranju smo 
uporabili 250 mL EtOAc, 200 mL nasičene raztopine NaHCO3, prečiščene H2O, 1 M HCl in 
nasičene raztopine NaCl. Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,30; izkoristek reakcije glede na surov 
produkt je znašal 79,9 %. 
 
4.3.2 Sinteza terc-butil-3-formilpirolidin-1-karboksilata (7) 
 
Spojino 7 smo sintetizirali po splošnem postopku B iz terc-butil-3-
(metoksi(metil)karbamoil)pirolidin-1-karboksilata 5. Pri sintezi smo uporabili 2,68 g (10,42 
mmol) izhodne spojine 5, 60 mL THF in 593 mg (15,64 mmol) LiAlH4. Pri spiranju smo 
uporabili 100 mL EtOAc, 60 mL nasičene raztopine NaHCO3, prečiščene H2O, 1 M HCl in 
nasičene raztopine NaCl. Rf (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,31; izkoristek reakcije glede na surov 
produkt je znašal 18,7 %.  
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4.4 Wittigova reakcija – splošni postopek C (8–11) 
 
 
Slika 10: Reakcijska shema Wittigove reakcije. 
 













V brezvodni THF (10–60 mL) smo pod Ar atmosfero dodali (4-fluorobenzil)trifenilfosfonijev 
bromid (1,1 ekv) in mešali 5 min na ledeni kopeli. Nato smo dodali 1 M raztopino NaBTMSA 
(1,2 ekv). Zatem smo počasi – s kapalko dodali raztopino aldehida v THF (1 ekv, 10–15 mL). 
Odmaknili smo ledeno kopel in mešali 24 ur pri sobni temperaturi. Po 24 urah smo reakcijo 
ustavili z dodatkom nasičene raztopine NaHCO3 (3–10 mL). THF smo uparili pri znižanem tlaku 
in preostanek ekstrahirali trikrat z EtOAc (50–100 mL). Združene organske faze smo sprali z 
nasičeno raztopino NaHCO3 (50–200mL) in nasičeno raztopino NaCl (50–200 mL). Organsko 
fazo smo sušili z brezvodnim Na2SO4. Odfiltrirali smo trden Na2SO4 in uparili topilo pri 
znižanem tlaku. Preostanek smo očistili s kolonsko kromatografijo v mobilni fazi PE/Et2O v 
razmerjih 9/1 ali 3/1. 
 
4.4.1 Sinteza (E/Z) terc-butil-3-(4-fluorostiril)piperidin-1-karboksilata (8, 9) 
 
Spojini 8 in 9 smo sintetizirali po splošnem postopku C iz terc-butil-3-formilpiperidin-1-
karboksilata 6. Pri sintezi smo uporabili 60 mL brezvodnega THF, 23,28 g (51,58 mmol), (4-
fluorobenzil)trifenilfosfonijevega bromida, 56,27 mL (56,27 mmol) 1 M raztopine NaBTMSA in 
10,0 g (46,89 mmol) izhodne spojine 6. Reakcijo smo ustavili z 10 mL nasičene raztopine 
NaHCO3. Za ekstrakcijo preostanka smo uporabili 200 mL EtOAc. Za spiranje organskih faz 
smo uporabili 200 mL nasičene raztopine NaHCO3 in nasičene raztopine NaCl. Pri kolonski 
kromatografiji smo uporabili mobilno fazo PE/E = 9/1. Pri izvedbi kolonske kromatografije smo 




IUPAC ime (Z)-Terc-butil-3-(4-fluorostiril)piperidin-1-karboksilat (8) 
Izgled Brezbarvno olje 
 
TLC Rf (PE/Et2O = 9/1) = 0,16 
Izkoristek 76,3 % 
Tališče / (olje) 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 7.23 – 7.29 (m, 2H), 6.99 – 7.05 (m, 2H), 6.40 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 
5.40 (dd, J = 11.7, 9.8 Hz, 1H), 4.01 (bs, 2H), 2.60 – 2.579 (m, 3H), 1.79 – 
1.86 (m, 1H), 1.61 – 1.68 (m, 1H), 1.46 (s, 9H), 1.41 – 1.52 (m, 1H), 1.28 – 
1.38 (m, 1H). 
ESI-MS 
Izračunano za C18H24FNO2Na [M+Na]




IUPAC ime (E)-Terc-butil-3-(4-fluorostiril)piperidin-1-karboksilat (9) 
Izgled Bela amorfna snov 
 
TLC Rf (PE/Et2O = 9/1) = 0,13 
Izkoristek 76,3 % 




δ(ppm) 7.27 – 7.32 (m, 2H), 6.95 – 7.01 (m, 2H), 6.40 (dd, J = 16.0, 1.2 Hz, 
1H), 5.99 (dd, J = 16.1, 7.0 Hz, 1H), 3.96 – 4.09 (m, 2H), 2.78 (ddd, J = 13.3, 
11.4, 3.1 Hz, 1H), 2.66 (bs, 1H), 2.27 – 2.35 (m, 1H), 1.89 – 1.894 (m, 1H), 
1.67 – 1.72 (m, 1H), 1.50 – 1.54 (m, 1H), 1.47 (s, 9H), 1.31 – 1.42 (m, 1H). 
ESI-MS Izračunano za C18H24FNO2K [M+K]




4.4.2 Sinteza (E/Z)-terc-butil-3-(4-fluorostiril)pirolidin-1-karboksilata (10) 
 
Spojino 10 smo sintetizirali po splošnem postopku C iz terc-butil-3-formilpirolidin-1-
karboksilata 7. Pri sintezi smo uporabili 10 mL brezvodnega THF, 993 mg (2,20 mmol), (4-
fluorobenzil)trifenilfosfonijevega bromida, 2,4 mL (2,4 mmol) 1 M raztopine NaBTMSA in 389 
mg (2,0 mmol) izhodne spojine 7. Reakcijo smo ustavili s 3 mL nasičene raztopine NaHCO3. Za 
ekstrakcijo preostanka smo uporabili 50 mL EtOAc. Za spiranje organskih faz smo uporabili 50 
mL nasičene raztopine NaHCO3 in nasičene raztopine NaCl. Pri kolonski kromatografiji smo 
uporabili mobilno fazo PE/E = 3/1. Produkt smo izolirali kot zmes cis-(Z) in trans-(E) izomerov. 
 
IUPAC ime (E/Z)-Terc-butil-3-(4-fluorostiril)pirolidin-1-karboksilat (10) 
Izgled Brezbarvno olje 
 
TLC Rf (PE/Et2O = 3/1) = 0,18 
Izkoristek 78,5 % 
Tališče / (olje) 
ESI-MS 
Izračunano za C17H22FNO2 [M+Na]






4.4.3 Sinteza (E/Z)-terc-butil-4-(4-fluorobenziliden)azepan-1-karboksilata (11) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku C iz terc-butil-4-oksoazepan-1-karboksilata. Pri 
sintezi smo uporabili 60 mL brezvodnega THF, 3,1 g (6,86 mmol) (4-
fluorobenzil)trifenilfosfonijevega bromida, 7,5 mL (7,48 mmol) 1 M raztopine NaBTMSA in 
1,33 g (6,24 mmol) izhodnega ketona. Reakcijo smo ustavili z 10 mL nasičene raztopine 
NaHCO3. Za ekstrakcijo preostanka smo uporabili 100 mL EtOAc. Za spiranje organskih faz 
smo uporabili 200 mL nasičene raztopine NaHCO3 in nasičene raztopine NaCl. Pri kolonski 
kromatografiji smo uporabili mobilno fazo PE/E = 9/1. 
 
IUPAC ime (E/Z)Terc-butil-4-(4-fluorobenziliden)azepan-1-karboksilat (11) 
Izgled Prozorno olje 
 
TLC Rf (PE/Et2O = 9/1) = 0,1 
Izkoristek 15,5 % 
Tališče / (olje) 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 7.13 – 7.17 (m, 3.5H), 6.96 – 7.02 (m, 3.5H), 6.35 (d, J = 6.5 Hz, 
0.7H), 6.28 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 3.38 – 3.51 (m, 6.8H), 2.59 (t, J = 6.3 Hz, 
1.4H), 2.51 (q, J = 5.9 Hz, 2H), 2.33 – 2.38 (m, 3.4H), 1.71 – 1.81 (m, 3.4H), 
1.43 – 1.47 (m, 12.4H), 1.29 (s, 3H) zmes izomerov 
ESI-MS 
Izračunano za C18H24FNO2Na [M+Na]






4.5 Redukcija dvojne vezi – splošni postopek D (12–14) 
 
 
Slika 11: Reakcijska shema redukcije dvojne vezi 
 








Tabela 2: Substituenti pri substratih in produktih reakcije hidrogeniranja. 
 
Izhodno spojino – alken (1 ekv) smo raztopili v EtOH (20–40 mL) zagotovili Ar atmosfero. 
Dodali smo katalizator – 10 % Pd/C (60–1500 mg). Nato smo v raztopino uvajali H2(g) ter 
mešali 24 ur pri sobni temperaturi. Reakcijsko zmes smo filtrirali preko CELITE 577 ter uparili 
topilo pri znižanem tlaku.   
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4.5.1 Sinteza terc-butil-3-(4-fluorofenetil)piperidin-1-karboksilata (12) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku D iz (E/Z)-terc-butil-3-(4-fluorostiril)piperidin-
1-karboksilata (zmes 8 in 9). Pri sintezi smo uporabili 60 mL EtOH, 7,37 g (24,15 mmol) 
izhodne spojine (zmes 8 in 9) in 1500 mg katalizatorja 10 % Pd/C. 
 
IUPAC ime Terc-butil-3-(4-fluorofenetil)piperidin-1-karboksilat (12) 
Izgled Brezbarvno olje 
 
TLC Rf (PE/Et2O = 9/1) = 0,22 
Izkoristek 92,9 % 
Tališče / (olje) 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 7.08 – 7.13 (m, 2H), 6.91 – 6.97 (m, 2H), 4.03 (bs, 1H), 3.88 (dt, J = 
13.1, 4.0 Hz, 1H), 2.75 – 2.81 (m, 1H), 2.60 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.49 (bs, 
1H), 1.81 – 1.86 (m, 1H), 1.62 (dt, J = 13.2, 4.1 Hz, 1H), 1.45 (s, 9H), 1.38 – 
1.55 (m, 4H), 1.06 – 1.13 (m, 1H). 
ESI-MS 
Izračunano za C18H26FNO2Na [M+Na]
+ (m/z): 330,2; izmerjena vrednost: 
330,2 
 
4.5.2 Sinteza terc-butil-3-(4-fluorofenetil)pirolidin-1-karboksilata (13) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku D iz (E/Z)-terc-butil-3-(4-fluorostiril)pirolidin-1-
karboksilata 10. Pri sintezi smo uporabili 20 mL EtOH, 442 mg (1,52 mmol) izhodne spojine 10 




IUPAC ime Terc-butil-3-(4-fluorofenetil)pirolidin-1-karboksilat (13) 
Izgled Rumeno olje 
 
TLC Rf (PE/Et2O = 9/1) = 0,16 
Izkoristek 75,9 % 
Tališče / (olje) 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 7.10 – 7.14 (m, 2H), 6.94 – 6.98 (m, 2H), 3.38 – 3.61 (m, 2H), 3.18 – 
3.28 (m, 1H), 2.83 – 2.95 (m, 1H), 2.58 – 2.63 (m, 2H), 2.06 – 2.15 (m, 1H), 
1.95 – 2.02 (m, 1H), 1.65– 1.75 (m, 2H), 1.46 – 1.54 (m, 1H), 1.45 (s, 9H). 
ESI-MS 
Izračunano za C17H24FNO2Na [M+Na]
+ (m/z): 316,2; izmerjena vrednost: 
316,2 
 
4.5.3 Sinteza terc-butil-4-(4-fluorobenzil)azepan-1-karboksilata (14) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku D iz (E/Z)-terc-butil-4-(4-
fluorobenziliden)azepan-1-karboksilata 11. Pri sintezi smo uporabili 40 mL EtOH, 295 mg 
(0,967 mmol) izhodne spojine 11 in 60 mg katalizatorja 10 % Pd/C. MS analize za to spojino 
nismo podali zaradi slabe ionizacije spojine pri tej analizni metodi. 
 
IUPAC ime Terc-butil-4-(4-fluorobenzil)azepan-1-karboksilat (14) 
Izgled Brezbarvno olje 
 
TLC Rf (PE/Et2O = 9/1) = 0,15 
Izkoristek 100 %  
Tališče / (olje) 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 7.07 – 7.10 (m, 2H), 6.93 – 6.98 (m, 2H), 3.48 –3.64 (m, 1H), 3.25 – 
3.45 (m, 2H), 3.04 – 3.15 (m, 1H), 2.51 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.61 – 1.87 (m, 
4H), 1.49 – 1.53 (m, 1H), 1.45 (d, J = 2.6 Hz, 9H), 1.29 – 1.35 (m, 1H), 1.09 – 





4.6 Odščita NH skupine – splošni postopek E (15–19) 
 
 
Slika 12: Reakcijska shema odščite NH skupine. 
 











Tabela 3: Substituenti pri substratih in produktih reakcije hidrogeniranja. 
 
Izhodno spojino (1 ekv) smo raztopili v EtOH ali MeCN (40–50 mL) in dodali koncentrirano 
raztopino HCl (10–20 ekv). Reakcijsko zmes smo opremili z oljno kopeljo in vodnim 
hladilnikom ter jo segreli do 75–80 °C. Pri tej temperaturi smo mešali 1 h nato pa zmes ohladili 




4.6.1 Sinteza 3-(4-fluorofenetil)piperidin-1-ijevega klorida (15) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku E iz terc-butil-3-(4-fluorofenetil)piperidin-1-
karboksilata 12. Pri sintezi smo uporabili 50 mL EtOH, 6,90 g (22,43 mmol) izhodne spojine 12 
in 37,2 mL (448,7 mmol) koncentrirane raztopine HCl. 
 
IUPAC ime 3-(4-Fluorofenetil)piperidin-1-ijev klorid (15) 
Izgled Bel prašek 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,37 
Izkoristek 100 % (vlažen produkt) 
Tališče >109 °C (degradacija) 
ESI-MS Izračunano za C13H19FN [M+H]
+ (m/z): 208,1; izmerjena vrednost: 208,1 
 
4.6.2 Sinteza (Z)-3-(4-fluorostiril)piperidin-1-ijevega klorida (16) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku E iz (Z)-terc-butil-3-(4-fluorostiril)piperidin-1-
karboksilata 8. Pri sintezi smo uporabili 50 mL EtOH, 316 mg (1,03 mmol) izhodne spojine 8 in 
0,86 mL (10,3 mmol) koncentrirane raztopine HCl. 
 
IUPAC ime (Z)-3-(4-Fluorostiril)piperidin-1-ijev klorid (16) 
Izgled Belo-rjav prašek 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,30 
Izkoristek 79,6 % 
Tališče >149,5 °C (degradacija) 
ESI-MS Izračunano za C13H17FN [M+H]




4.6.3 Sinteza (E)-3-(4-fluorostiril)piperidin-1-ijevega klorida (17) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku E iz (E)-terc-butil-3-(4-fluorostiril)piperidin-1-
karboksilata 9. Pri sintezi smo uporabili 40 mL EtOH, 500 mg (1,64 mmol) izhodne spojine 9 in 
2,70 mL (32,75 mmol) koncentrirane raztopine HCl. 
 
IUPAC ime (E)-3-(4-Fluorostiril)piperidin-1-ijev klorid (17) 
Izgled Rumeno-bel prašek 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,31 
Izkoristek 89,5 % 
Tališče > 141 °C (degradacija) 
ESI-MS Izračunano za C13H17FN [M+H]
+ (m/z): 206,1; izmerjena vrednost: 206,1 
 
 
4.6.4 Sinteza 3-(4-fluorofenetil)pirolidin-1-ijevega klorida (18) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku E iz terc-butil-3-(4-fluorofenetil)pirolidin-1-
karboksilata 13. Pri sintezi smo uporabili 40 mL MeCN, 306 mg (1,04 mmol) izhodne spojine 13 
in 1,73 mL (20,87 mmol) koncentrirane raztopine HCl. 
 
IUPAC ime 3-(4-Fluorofenetil)pirolidin-1-ijev klorid (18) 
Izgled Oranžno olje 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,33 
Izkoristek 98,7 % 
Tališče / (olje) 
ESI-MS Izračunano za C12H17FN [M+H]
+ (m/z): 194,1; izmerjena vrednost: 194,0 
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4.6.5 Sinteza 4-(4-fluorobenzil)azepan-1-ijevega klorida (19) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku E iz terc-butil-4-(4-fluorobenzil)azepan-1-
karboksilata 14. Pri sintezi smo uporabili 50 mLEtOH, 314 mg (1,02 mmol) izhodne spojine 14 
in 1,70 mL (20,44 mmol) koncentrirane raztopine HCl. 
 
IUPAC ime 4-(4-Fluorobenzil)azepan-1-ijev klorid (19) 
Izgled Bledo rumen prašek 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,17 
Izkoristek 87,2 % 
Tališče 114,4–116,5 °C 
ESI-MS 
Izračunano za C13H19FN + CH3OH [M+CH3OH+H]
+ (m/z): 240,2; izmerjena 
vrednost: 240,1 
 
4.7 Sinteza 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-ona (20) 
 
 
Natrijev hidrid (1,72 g, 71,73 mmol, 1,1 ekv) smo suspendirali v 100 mL DMF pri 0 °C in pod 
Ar atmosfero. Suspenziji smo dodali 2-pirolidon (5,0 mL, 65,21 mmol, 1,0 ekv). Mešali smo 
toliko časa, dokler je izhajal plin (H2). Nato smo dodali 1,2-dibromoetan (28,10 mL, 326,05 
mmol, 5,0 ekv) ter odmaknili ledeno kopel. Reakcijsko zmes smo mešali še 24 ur pri sobni 
temperaturi. Po 24 urah smo pri znižanem tlaku uparili DMF in suh produkt raztopili v 150 mL 
DKM in sprali trikrat s 100 mL prečiščene H2O. Organsko fazo smo sušili z brezvodnim 
Na2SO4. Odfiltrirali smo trden Na2SO4 in organsko fazo koncentrirali pri znižanem tlaku. Rumen 
koncentrat smo očistili s kolonsko kromatografijo v mobilni fazi EtOAc.  
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IUPAC ime 1-(2-Bromoetil)pirolidin-2-on (20) 
Izgled Rumeno olje 
 
TLC Rf (EtOAc) = 0,14 
Izkoristek 7,1 % 
Tališče / (olje) 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 3.69 – 3.72 (m, 2H), 3.48 – 3.55 (m, 4H), 2.39 – 2.43 (m, 2H), 2.03 
– 2.11 (m, 2H). 
 




Natrijev hidrid (2,92 g, 71,73 mmol, 1,1 ekv) smo suspendirali v 75 mL DMF pri 0 °C pod Ar 
atmosfero. Suspenziji smo dodali 2-pirolidon (5,0 mL, 65,21 mmol, 1,0 ekv). Mešali smo toliko 
časa, dokler je izhajal plin (H2). Nato smo dodali 1,3-dibromopropan (13,3 mL, 130,42 mmol, 2 
ekv) ter odmaknili ledeno kopel. Reakcijsko zmes smo segreli na 70 °C na oljni kopeli z vodnim 
hladilnikom in mešali pri tej temperaturi 24 ur. Po 24 urah smo reakcijsko zmes ohladili in 
uparili DMF pri znižanem tlaku. Suh produkt smo raztopili v 150 mL DKM in sprali trikrat s 100 
mL prečiščene H2O. Organsko fazo smo sušili z brezvodnim Na2SO4. Odfiltrirali smo trden 
Na2SO4 in organsko fazo koncentrirali pri znižanem tlaku. Koncentrat smo očistili s kolonsko 




IUPAC ime 1-(3-Bromopropil)pirolidin-2-on (21) 
Izgled Rumeno olje 
 
TLC Rf (EtOAc) = 0,13 
Izkoristek 49,5 % 
Tališče / (olje) 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 3.39 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.32 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 3.14 (t, J = 8.2 Hz, 
2H), 2.38 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 1.95 – 2.08 (m, 4H). 
ESI-MS Izračunano za C7H12NO [M-Br]
- (m/z): 126,1; izmerjena vrednost: 126,1. 
 




V 50 mL DKM smo raztopili 2-(pirolidin-1-il)etanol (0,5 mL, 4,25 mmol, 1 ekv) in dodali Et3N 
(1,2 mL, 8,5 mmol, 2 ekv). Zmes smo ohladili na ledeni kopeli do 0 °C in ob mešanju po 
kapljicah dodali MeSO2Cl (0,36 mL, 5,68 mmol, 1,1 ekv). Po dodatku smo mešali 1 uro, nato 
organsko fazo sprali z 20 mL nasičene raztopine NaHCO3. Organsko fazo smo sušili z 
brezvodnim Na2SO4. Trden Na2SO4 smo odfiltrirali, uparili topilo do koncentrata, ki smo ga 
nemudoma uporabili v končni reakciji. Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,30. Masa izoliranega 








V 60 mL DKM smo raztopili 3-(4-fluorofenetil)piperidin-1-ijev klorid (941,3 mg, 3,86 mmol, 1 
ekv) in ohladili raztopino do 0 °C na ledeni kopeli. Dodali smo Et3N (1,6 mL, 11,6 mmol, 3 ekv) 
in nato ob mešanju dodali koncentrirano raztopino 1-(2-(metilsulfonil)etil)pirolidina 22 (591,1 
mg, 4,25 mmol, 1,1 ekv) v DKM. Ledeno kopel smo odstavili in mešali 24 ur pri sobni 
temperaturi. Po 24 urah smo reakcijsko zmes prenesli v lij ločnik in sprali s 60 mL nasičene 
raztopine NaHCO3, 60 mL nasičene raztopine NaCl, organsko fazo sušili z brezvodnim Na2SO4. 
Odfiltrirali smo trden Na2SO4 in uparili topilo pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili s 
kolonsko kromatografijo v mobilni fazi DKM/MeOH = 9/1. Zaradi nizke čistosti produkta po 
kolonski kromatografiji smo združene frakcije produkta ekstrahirali s 60 mL 1 M raztopino 
NaOH in 60 mL DKM. Organsko fazo smo ponovmo sušili z brezvodnim Na2SO4. Odfiltrirali 
smo trden Na2SO4 in uparili topilo pri znižanem tlaku. Koncentrat smo ponovno čistili s 




IUPAC ime 3-(4-Fluorofenetil)-1-(2-(pirolidin-1-il)etil)piperidin (23) 
Izgled Oranžno olje 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 1/1) = 0,07 
Izkoristek 3,1 % 
Tališče / (olje) 
IR (ATR) 
3381, 2930, 2797, 1601, 1508, 1454, 1346, 1298, 1219, 1157, 1108, 1056, 
1033, 1015, 923, 825, 747, 537 cm–1 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 7.08 – 7.13 (m, 2H), 6.91 – 6.96 (m, 2H), 2.85 – 2.95 (m, 2H), 2.55 – 
2.65 (m, 4H), 2.47 – 2.54 (m, 6H), 1.90 (td, J = 11.5, 3.0 Hz, 1H), 1.73 – 
1.82 (m, 5H), 1.41 – 1.68 (m, 6H), 0.83 – 0.93 (m, 1H). 
13CNMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 161.24 (d, JC,F = 243.0 Hz), 138.32 (d, JC,F = 3.2 Hz), 129.68 (d, JC,F 
= 8.2 Hz), 115.11 (d, JC,F = 20.7 Hz), 61.02, 60.99, 58.10, 54.87, 54.65, 
54.58, 53.85, 36.73, 35.81, 32.48, 31.02, 25.47, 23.49. 
ESI-HRMS 
Izračunano za C19H30FN2 [M+H]
+ (m/z): 305,2388; izmerjena vrednost: 
305,2384 
HPLC 





4.11 Sinteza spojin – splošni postopek F (24–29) 
 
 
Slika 13: Reakcijska shema sinteze končnih spojin.  
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Spojina n m X 
24 2 2 
 
25 2 2 
 
26 2 2 
 
27 2 3 
 
28 1 2 
 
29 3 2 
 
Tabela 4: Substituenti pri končnih spojinah. 
 
V MeCN (40–50 mL) smo raztopili izhodne sekundarne amine (1 ekv) in dodali K2CO3 (3–5 
ekv). Ob mešanju smo dodali 1-(2-bromoalkil)pirolidin-2-on (1,2-2 ekv) in mešali 24 ur pri 
sobni temperaturi ali segreli do 70–80 °C na oljni kopeli z vodnim hladilnikom in pri tej 
temperaturi mešali 24 ur. Po 24 urah smo MeCN uparili pri znižanem tlaku. Dodali smo 50 mL 
DKM in v liju ločniku sprali organsko fazo s 50 mL nasičene raztopine NaHCO3. Vodno fazo 
smo ponovno sprali s 50 mL DKM in združeni organski fazi sprali s 50 mL nasičene raztopine 
NaCl. Organsko fazo smo sušili z brezvodnim Na2SO4. Trden Na2SO4 smo odfiltrirali in uparili 
DKM pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo v mobilni fazi 
DKM/MeOH z razmerju 15/1 ali 9/1. Po potrebi smo zaradi slabe čistosti po kolonski 
kromatografiji le-to ponovili ali produkte dodatno očistili še z reverznofazno kromatografijo 
(sistem Biotage Isolera One). Združenim čistim frakcijam smo uparili organsko topilo (MeCN), 
dodali 50 mL nasičene raztopine NaHCO3 in trikrat ekstrahirali s 50 mL DKM. Združene 
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organske faze smo ponovno sušili z brezvodnim Na2SO4. Trden Na2SO4 smo odfiltrirali in 
uparili topilo pri znižanem tlaku.  
 
 
4.11.1 Sinteza 1-(2-(3-(4-fluorofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (24) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku F iz 3-(4-fluorofenetil)piperidin-1-ijevega 
klorida 15. Pri sintezi smo uporabili 200 mg (0,828 mmol) izhodne spojine 15, 343 mg (2,484 
mmol, 3 ekv) K2CO3 in 300 mg (1,656 mmol, 2 ekv) 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-ona. Za 
kolonsko kromatografijo smo uporabili mobilno fazo DKM/MeOH = 15/1. 
 
IUPAC ime 1-(2-(3-(4-Fluorofenetil)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (24) 
Izgled Oranžno olje 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,38 
Izkoristek 5,7 % 
Tališče / (olje) 
IR (ATR) 
2925, 2852, 2156, 2028, 1669, 1601, 1508, 1462, 1439, 1360, 1286, 1218, 
1157, 1113, 1087, 1015, 828, 773, 658, 552 cm–1 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 7.07 – 7.12 (m, 2H), 6.90 – 6.96 (m, 2H), 3.37 – 3.43 (m, 4H), 2.78 – 
2.86 (m, 2H), 2.54 – 2.61 (m, 2H), 2.44 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.34 (dd, J = 8.6, 
7.6 Hz, 2H), 1.90 – 2.01 (m, 3H), 1.60 – 1.79 (m, 3H), 1.41 – 1.56 (m, 4H), 
0.84 – 0.94 (m, 1H). 
13CNMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 175.01, 161.21 (d, JC,F = 243.1 Hz), 138.30 (d, JC,F = 3.3 Hz), 129.66 
(d, JC,F = 7.7 Hz), 115.06 (d, JC,F = 21.1 Hz), 60.37, 56.06, 54.35, 47.77, 
40.10, 36.50, 35.82, 32.43, 31.07, 30.91, 25.42, 18.10. 
ESI-HRMS 
Izračunano za C19H28FN2O [M+H]
+ (m/z): 319,2180; izmerjena vrednost: 
319,2177 




4.11.2 Sinteza (Z)-1-(2-(3-(4-fluorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (25) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku F iz (Z)-3-(4-fluorostiril)piperidin-1-ijevega 
klorida 16. Pri sintezi smo uporabili 175 mg (0,724 mmol) izhodne spojine 16, 300 mg (2,171 
mmol, 3 ekv) K2CO3 in 166,8 mg (0,868 mmol, 1,2 ekv) 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-ona. Za 
kolonsko kromatografijo smo uporabili mobilno fazo DKM/MeOH = 15/1. 
 
IUPAC ime (Z)-1-(2-(3-(4-Fluorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (25) 
Izgled Oranžno olje 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,14 
Izkoristek 21,4 % 
Tališče / (olje) 
IR (ATR) 
2930, 2800, 1671, 1600, 1505, 1463, 1424, 1358, 1286, 1220, 1157, 1113, 1094, 
1012, 946, 842, 744, 703, 654, 626, 559 cm–1 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 7.19 – 7.24 (m, 2H), 6.98 – 7.03 (m, 2H), 6.35 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 5.45 
(dd, J = 11.8, 9.7 Hz, 1H), 3.38 – 3.43 (m, 4H), 2.72 – 2.84 (m, 3H), 2.47 (t, J = 
6.9 Hz, 2H), 2.36 (dd, J = 8.6, 7.6 Hz, 2H), 2.95 – 2.04 (m, 3H), 1.90 (t, J = 10.4 
Hz, 1H), 1.64 –1.77 (m, 2H), 1.48 – 1.59 (m, 1H), 1.11 – 1.21 (m, 1H) 
13CNMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 175.04, 161.65 (d, JC,F = 246.0 Hz), 135.04 (d, J = 1.4 Hz), 133.59 (d, 
JC,F = 3.4 Hz), 130.20 (d, JC,F = 7.9 Hz), 127.95, 115.20 (d, JC,F = 21.3 Hz), 
59.42, 55.94, 53.81, 47.78, 40.03, 35.69, 31.08, 31.05, 24.94, 18.10 
ESI-HRMS 
Izračunano za C19H26FN2O [M+H]
+ (m/z): 317,2024; 
izmerjena vrednost: 317,2020 





4.11.3 Sinteza (E)-1-(2-(3-(4-fluorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (26) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku F iz (E)-3-(4-fluorostiril)piperidin-1-ijevega 
klorida 17. Pri sintezi smo uporabili 355 mg (1,47 mmol) izhodne spojine 17, 608 mg (4,40 
mmol, 3 ekv) K2CO3 in 423 mg (2,20 mmol, 1,5 ekv) 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-ona. Za 
kolonsko kromatografijo smo uporabili mobilno fazo DKM/MeOH = 9/1. 
 
IUPAC ime (E)-1-(2-(3-(4-Fluorostiril)piperidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (26) 
Izgled Oranžno olje 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,36 
Izkoristek 14,0 % 
Tališče / (olje) 
IR (ATR) 
2927, 1670, 1600, 1507, 1463, 1440, 1360, 1287, 1223, 1158, 1053, 1033, 
1013, 968, 853, 811, 782, 651, 549, 527 cm–1 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 7.27 – 7.31 (m, 2H), 6.94 – 7.00 (m, 2H), 6.36 (dd, J = 16.1, 1.2 Hz, 
1H), 6.03 (dd, J = 16.0, 7.2 Hz, 1H), 3.40 – 3.46 (m, 4H), 2.82 – 2.91 (m, 2H), 
2.49 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.35 – 2.42 (m, 1H), 2.36 (dd, J = 8.6, 7.6 Hz, 2H), 
1.96 – 2.04 (m, 3H), 1.91 (t, J = 10.6 Hz, 1H), 1.78 – 1.84 (m, 1H), 1.68 – 
1.75 (m, 1H), 1.52 – 1.64 (m, 1H), 1.13 – 1.25 (m, 1H). 
13CNMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 175.07, 162.12 (d, JC,F = 248.8 Hz), 133.89 (d, JC,F = 3.3 Hz), 133.01 
(d, JC,F = 2.2 Hz), 128.04, 127.54 (d, JC,F = 7.9 Hz), 115.46 (d, JC,F = 21.6 
Hz), 59.83, 56.10, 53.96, 47.88, 40.15, 39.91, 31.12, 30.76, 25.23, 18.19. 
ESI-HRMS 
Izračunano za C19H26FN2O [M+H]
+ (m/z): 317,2024; izmerjena vrednost: 
317,2022 





4.11.4 Sinteza 1-(3-(3-(4-fluorofenetil)piperidin-1-il)propil)pirolidin-2-ona (27) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku F iz 3-(4-fluorofenetil)piperidin-1-ijevega 
klorida 15. Pri sintezi smo uporabili 320 mg (1,242 mmol) izhodne spojine 15, 549,4 mg (3,727 
mmol, 3 ekv) K2CO3 in 547 mg (2,485 mmol, 2 ekv) 1-(3-bromopropil)pirolidin-2-ona. Pri 
kolonski kromatografiji smo uporabili mobilno fazo DKM/MeOH = 9/1. Reverznnofazne 
kromatografije za čiščenje te spojine nismo uporabili. 
 
IUPAC ime 1-(3-(3-(4-Fluorofenetil)piperidin-1-il)propil)pirolidin-2-on (27) 
Izgled Oranžno olje 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,14 
Izkoristek 3,2 % 
Tališče / (olje) 
IR (ATR) 
2927, 2766, 1665, 1601, 1508, 1464, 1439, 1287, 1218, 1157, 1089, 1014, 
827, 746, 641, 554 cm–1 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 7.07 – 7.12 (m, 2H), 6.91 – 6.97 (m, 2H), 3.39 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 
3.29 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.91 (bd, J = 9.0 Hz, 2H), 2.52 – 2.64 (m, 2H), 2.37 
(dd, J = 8.7, 7.6 Hz, 4H), 1.98 – 2.04 (m, 2H), 1.89 – 1.95 (m, 1H), 1.74 – 




δ(ppm) 175.19, 161.29 (d, JC,F = 243.1 Hz), 138.15 (d, JC,F = 3.3 Hz), 129.69 
(d, JC,F = 7.7 Hz), 115.16 (d, JC,F = 21.0 Hz), 60.35, 56.40, 54.35, 47.32, 
40.88, 36.63, 35.55, 32.43, 31.20, 30.78, 25.09, 24.78, 18.05. 
ESI-HRMS 
Izračunano za C20H30FN2O [M+H]
+ (m/z) = 333,2337; izmerjena vrednost: 
333,2332 





4.11.5 Sinteza 1-(2-(3-(4-fluorofenetil)pirolidin-1-il)etil)pirolidin-2-ona (28) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku F iz 3-(4-fluorofenetil)pirolidin-1-ijevega klorida 
18. Pri sintezi smo uporabili 594 mg (2,586 mmol) izhodne spojine 18, 1,787 g (12,43 mmol, 5 
ekv) K2CO3 in 745 mg (3,879 mmol, 1,5 ekv) 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-ona. Pri kolonski 
kromatografiji smo uporabili mobilno fazo DKM/MeOH = 9/1. Kolonsko kromatografijo smo 
ponovili v mobilni fazi CHCl3/MeOH = 20/1, nato pa smo spojino očistili še z reverznofazno 
kromatografijo. 
 
IUPAC ime 1-(2-(3-(4-Fluorofenetil)pirolidin-1-il)etil)pirolidin-2-on (28) 
Izgled Rumeno olje 
 
TLC Rf (CHCl3/MeOH = 20/1) = 0,31 
Izkoristek 7,6 % 
Tališče / (olje) 
IR (ATR) 
2923, 2796, 1669, 1601, 1508, 1426, 1288, 1218, 1156, 1102, 1055, 1033, 
1014, 826, 755, 652, 545 cm–1 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 7.06 – 7.11 (m, 2H), 6.90 – 6.96 (m, 2H), 3.33 – 3.45 (m, 4H), 2.78 – 
2.84 (m, 1H), 2.44 – 2.69 (m, 7H), 2.35 (dd, J = 8.7, 7.6 Hz, 2H), 2.06 – 2.16 
(m, 2H), 1.92 – 2.02 (m, 3H), 1.57 – 1.67 (m, 1H), 1.35 – 1.43 (m, 1H). 
13CNMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 175.13, 161.23 (d, JC,F = 243.1 Hz), 138.00 (d, JC,F = 3.3 Hz), 129.69 
(d, JC,F = 7.7 Hz), 115.07 (d, JC,F = 20.9 Hz), 60.42, 54.06, 53.57, 47.68, 
41.66, 37.67, 36.99, 33.88, 31.05, 30.79, 17.99. 
ESI-HRMS 
Izračunano za C18H26FN2O [M+H]
+ (m/z): 305,2024; izmerjena vrednost: 
305,2020 





4.11.6 Sinteza 2-(2-(4-(4-fluorobenzil)azepan-1-il)etil)ciklopentanona (29) 
 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku F iz 4-(4-fluorobenzil)azepan-1-ijevega klorida 
19. Pri sintezi smo uporabili 198 mg (0,8128 mmol) izhodne spojine 19, 561 mg (4,064 mmol, 5 
ekv) K2CO3 in 234 mg (1,219 mmol, 1,5 ekv) 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-ona. Reakcija sprva ni 
potekla, zato smo dodali 156 mg (0,8128 mmol, 1 ekv) 1-(2-bromoetil)pirolidin-2-ona, konico 
spatule katalizatorja KI in 50 μL 15-CROWN-5 ter mešali nadaljnih 72 ur pri 80 °C. Izolacija 
spojine je potekala skladno s splošnim postopkom F, pri kolonski kromatografiji smo uporabili 
mobilno fazo DKM/MeOH = 9/1. 
 
IUPAC ime 2-(2-(4-(4-Fluorobenzil)azepan-1-il)etil)ciklopentanon (29) 
Izgled Rumeno olje 
 
TLC Rf (DKM/MeOH = 9/1) = 0,24 
Izkoristek 7,6 % 
Tališče / (olje) 
IR (ATR) 




δ(ppm) 7.05 – 7.10 (m, 2H), 6.91 – 6.97 (m, 2H), 3.42 (dd, J = 7.4, 6.7 Hz, 
2H), 3.35 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.63 – 2.72 (m, 3H), 2.60 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 
2.50 – 2.57 (m, 1H), 2.48 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 2.34 – 2.38 (m, 2H), 1.95 – 
2.03 (m, 2H), 1.63 – 1.83 (m, 3H), 1.44 – 1.55 (m, 1H), 1.20 – 1.37 (m, 3H). 
13CNMR (100 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 175.11, 161.32 (d, JC,F = 243.2 Hz), 137.03 (d, JC,F = 3.3 Hz), 130.52 
(d, JC,F = 7.7 Hz), 114.98 (d, JC,F = 21.0 Hz), 55.68, 55.67, 53.72, 47.83, 
43.36, 40.77, 40.65, 34.38, 33.02, 31.17, 26.80, 18.20. 
ESI-HRMS 
Izračunano za C19H28FN2O [M+H]
+ (m/z): 319,2180; izmerjena vrednost: 
319,2176 




4.12 Poskusi sinteze 
 
4.12.1 Poskusi sinteze 1-(2-bromoetil)piperidin-2-ona (30) 
 
 
V prvem poskusu sinteze smo suspenziji NaH (55,50 mmol, 1,1 ekv) v brezvodnem DMF pod Ar 
atmosfero dodali piperidin-2-on (50,44 mmol, 1 ekv) in mešali, dokler ni prenehal izhajati H2(g). 
Nato smo dodali 1,2-dibromoetan (100,88 mmol, 1 ekv) in reakcijsko zmes segreli do 70 °C na 
oljni kopeli z vodnim hladilnikom ter mešali pri preko noči. Nato smo odparili DMF in 
preostanek raztopili v približno 150 mL DKM. Raztopino smo sprali trikrat s 100 mL prečiščene 
H2O in organsko fazo sušili z brezvodnim Na2SO4. Odstranili smo Na2SO4 s filtracijo in delno 
uparili DKM pri znižanem tlaku. Koncentrat smo očistili s kolonsko kromatografijo v mobilni 
fazi EtOAc. TLC analiza v EtOAc in 1HNMR analiza sta pokazali, da izoliran produkt ni bil 
želeni bromid. 
 
V drugem poskusu sinteze smo suhi steklovini ustvarili Ar atmosfero. Dodali smo piperidin-2-on 
(10,1 mmol, 1 ekv) in vsebino ohladili na –20 °C. Nato smo preko injekcije dodali n-BuLi 
(približno 11 mmol, 1,1 ekv) in mešali, dokler se reakcijska zmes ni nehala peniti. Dodali smo 
1,2-dibromoetan (20,2 mmol, 1 ekv) in odmaknili ledeno kopel. Pri sobni temperaturi smo 
mešali reakcijsko zmes preko noči. TLC analiza v EtOAc in EtOAc/MeOH = 95/5 je pokazala, 




V tretjem poskusu smo suspenziji NaH (55,48 mmol, 1,1 ekv) v brezvodnem DMF pod Ar 
atmosfero dodali piperidin-2-on (50,44 mmol, 1 ekv) in mešali, dokler ni prenehal izhajati H2(g). 
Dodali smo tetrabutilamonijev jodid (5,04 mmol, 0,1 ekv) in 15-CROWN (5,04 mmol, 1 ekv). 
Nato smo dodali 1,2-dibromoetan (100,88 mmol, 2 ekv) in segreli do 70 °C na oljni kopeli. 
Reakcijsko zmes smo mešali pri tej temperaturi preko noči. TLC analiza v EtOAc je pokazala, da 
reakcija ni potekla, prisotne so bile zgolj izhodne spojine. 
 
V četrtem poskusu smo 1-(2-hidroksietil)piperidin-2-on 30 (sinteza opisana spodaj) (3,66 mmol, 
1 ekv) raztopili v približno 50 mL DKM pri 0 °C. Nato smo med mešanjem po kapljicah počasi 
dodali PBr3 (14,5 mmol, 4 ekv) in mešali na ledeni kopeli, dokler se ta ni ogrela do sobne 
temperature. Pri sobni temperature smo nato mešali reakcijsko zmes preko noči. TLC analiza v 






4.12.2 Sinteza 1-(2-hidroksietil)piperidin-2-ona (30) 
 
 
V prvem koraku reakcije smo 2-bromoetanolu (28,212 mmol, 1 ekv) dodali 10 mL prečiščene 
H2O. Ob mešanju smo nato dodali natrijev azid (113 mmol, 4 ekv) in reakcijsko zmes segreli do 
70 °C in preko noči mešali pri tej temperaturi. Reakcijsko zmes smo nato ekstrahirali trikrat s 50 
mL DKM, zrdužene DKM faze pa nato sprali trikrat s 150 mL prečiščene H2O. Organsko fazo 
smo sušili z brezvodnim Na2SO4, ga odfiltrirali in organsko fazo skoncentrirali pri znižanem 
tlaku. Koncentrat smo nato uporabili v drugi stopnji, ker smo mu najprej dodali približno 50 mL 
DKM in ciklopentanon (21,16 mmol, 0,75 ekv). Reakcijsko zmes smo nato ohladili do 0 °C in 
po kapljicah dodali BF3×Et2O (56,4 mmol, 2 ekv). Po dodatku smo mešali še 30 min pri 0 °C, 
nato pa odmaknili led in mešali preko noči pri sobni temperatri. Reakcijsko zmes smo po 
mešanju koncentrirali pri znižanem tlaku in dodali nasičeno raztopino NaHCO3 (prib. 20 mL) in 
mešali 30 min. Sledila je ekstrakcija z 200 mL DKM, organsko fazo pa smo posušili z 
brezvodnim Na2SO4, ga odfiltrirali in uparili topilo. Produkt smo očistili s kolonsko 




IUPAC ime 1-(2-Hidroksietil)piperidin-2-on (30) 
Izgled Brezbarvno olje 
 
TLC Rf (EtOAc/MeOH = 9/1) = 0,11 
Izkoristek 30,7 % 
Tališče / (olje) 
1HNMR (400 
MHz, CDCl3) 
δ(ppm) 3.76 – 3.79 (m, 2H), 3.67 (bs, 1H), 3.53 (dd, J = 5.6, 4.4 Hz, 2H), 
3.34 – 3.37 (m, 2H), 2.39 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 1.76 – 1.85 (m, 4H). 
ESI-MS 
Izračunano za C7H13NO2Na [M+Na]
+ (m/z): 166,1; izmerjena vrednost: 
166,0 
 
4.12.3 Poskusi sinteze 1-(2-(3-(4-fluorofenetil)piperidin-1-il)etil)piperidin-2-ona (31) 
 
 
V 50 mL DCM smo raztopili 1-(2-hidroksietil)piperidin-2-on 30 (3,49 mmol, 1 ekv) in dodali 
Et3N (6,98 mmol, 2 ekv). Reakcijsko zmes smo ohladili na ledeni kopeli do 0 °C in ob mešanju 
po kapljicah dodali MeSO2Cl (4,01 mmol, 1,15 ekv). Po dodatku MeSO2Cl smo mešali 1 uro in 
nato organsko fazo sprali z 20 mL nasičene raztopine NaHCO3. Organsko fazo smo posušili z 
brezvodnim Na2SO4, ga odfiltrirali in uparili topilo do koncentrata. Surov 2-(2-oksopiperidin-1-





V 60 mL DCM smo raztopili 3-(4-fluorofenetil)piperidin-1-ijev klorid 15 (3,17 mmol, 1 ekv) in 
ohladili raztopino do 0 °C na ledeni kopeli. Dodali smo Et3N (9,52 mmol, 3 ekv) in nato ob 
mešanju dodali koncentrirano raztopino 2-(2-oksopiperidin-1-il)etil metanesulfonata (3,49 mmol, 
1,1 ekv) v DCM (iz prejšnje reakcijske stopnje). Ledeno kopel smo odstavili in mešali 24 ur pri 
sobni temperaturi. Reakcijsko zmes smo nato prenesli v lij ločnik in sprali s 60 mL nasičene 
raztopine NaHCO3, 60 mL nasičene raztopine NaCl, organsko fazo sušili z brezvodnim Na2SO4, 
odfiltrirali trden Na2SO4 in uparili topilo pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili s kolonsko 
kromatografijo v mobilni fazi DCM/MeOH = 9/1. 1HNMR analiza je pokazala, da produkta 
nismo uspeli sintetizirati, prisoten je bil izhoden piperidin.  
 
 
Pri drugem poskusu sinteze spojine 31 smo uporabili postopek Mitsunobujeve reakcije (35). V 
20 mL THF smo pri 0 °C in pod Ar atmosfero raztopili 3-(4-fluorofenetil)piperidin-1-ijev klorid 
15 (1,40 mmol, 1 ekv). Nato smo dodali trifenilfosfin (1,82 mmol, 1,3 ekv) in po kapljicah 
počasi še DIAD (1,82 mmol, 1,3 ekv). Zatem smo dodali 1-(2-hidroksietil)piperidin-2-on (1,40 
mmol, 1 ekv) ter Et3N (2,80 mmol, 2 ekv). Odstavili smo ledeno kopel in reakcijsko zmes mešali 
pri sobni temperaturi. Potek reakcije smo spremljali s TLC analizo v mobilni fazi DCM/MeOH = 





5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
5.1 Sinteza zaviralcev BChE 
 
Sinteza zaviralcev hBChE je v splošnem potekala v sedmih reakcijskih stopnjah (Slika 14). V 
prvi stopnji smo zaščitili sekundarno amino skupino s terc-butoksikarbonilno zaščitno skupino 
(Boc), sledila je tvorba Weinrebovega amida na kislini, selektivna redukcija amida do aldehida 
in nato tvorba vezi med dvema ogljikovima atomoma z Wittigovo reakcijo. Kot reagent smo 
uporabili Wittigovo sol, v našem primeru (4-fluorobenzil)trifenilfosfinijev bromid. Pri reakciji 
nastane dvojna vez, ki smo jo reducirali s paladijem na ogljiku kot katalizatorjem in uvajanjem 
plinastega vodika. Nato smo odstranili Boc zaščitno skupino z uporabo kisline, v našem primeru 
koncentrirane HCl. Vezava pirolidin-2-onskega fragmenta oziroma njegovega analoga na mestu 
1 piperidina pa je potekla z nukleofilno substitucijo. 
 
Slika 14: Splošna shema sinteze zaviralcev hBChE.   
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 Uvedba in odstranitev Boc zaščitne skupine 
Boc zaščitno skupino smo uvedli pri sintezi spojine 3, za pripravo končnih derivatov 28 in 29 pa 
smo imeli že zaščiteno izhodno kislino. Reakcija je potekla v bazičnih pogojih pri 0 °C in je 
imela relativno visok izkoristek – 96 %. Odstranitev Boc zaščitne skupine s klasično acidolizo je 
relativno enostavna, pri sintezah spojin 15–19 smo uporabili koncentrirano raztopino HCl. 
Izkoristki so bili relativno visoki, blizu 100 %, saj je v vseh primerih ta reakcija potekla 
kvantitativno.  
 
 Tvorba in redukcija Weinrebovega amida 
Weinrebova sinteza ketonov insinteza je vrsta reakcije v organski kemiji za pripravo ketonov in 
aldehidov iz karboksilnih kislin ali njenih derivatov z uporabo N,O-dimetilhidroksiamina. Pri 
sintezi Weinrebovih ketonov in aldehidov z uporabo N,O-dimetilhidroksiamina ali njegove soli 
poteče nukleofilna substitucija na karboksilni kislini ali kislinskem kloridu, anhidridu in drugih 
analogih, pri čemer najprej nastane N-metoksi-N-metilamid, ki ga imenujemo tudi Weinrebov 
amid. Iz takšnih spojin lahko z uporabo Grignardovih in organolitijevih reagentov tvorimo 
ketone, z uporabo LiAlH4 pa tvorimo aldehide. Osnovni mehanizem reakcije sta predlagala in 
raziskala Weinreb in Nahm (36). Z nukleofilno adicijo organokovinskega reagenta se tvori 
tetraedrični intermediat, ki ga stabilizira metoksi skupina s kelacijo na kovinski ion. Ta 
intermediat je stabilen pri nizkih temperaturah in razpade v kislih pogojih (36). 
Weinrebov amid smo tvorili pri sintezi spojin 4 in 5. Reakciji sta izkazovali relativno visoke 
izkoristke med 75 % in 85 %. Nato smo Weinrebova amida reducirali z LiAlH4 pri pripravi 
aldehidov 6 in 7. Zaradi nestabilnosti smo aldehide shranjevali pri –20 °C ter jih v čim krajšem 
času uporabili v Wittigovi reakciji. 
 
 Wittigova reakcija 
Wittigova reakcija je kemijska reakcija med aldehidom ali ketonom in trifenilfosfonijevim 
ilidom, ki mu rečemu tudi Wittigova sol, pri čemer nastanejo alkeni in trifenilfosfin oksid (Slika 
15). Reakcija poteka preko nukleofilne adicije ogljikovega atoma ilida vezanega na fosfor na 
karbonilni ogljikov atom, pri čemer nastane tetraedrični intermediat – betainski derivat. Sledi 
napad negativno nabitega kisikovega atoma aldehida na fosfor s prebitkom pozitivnega naboja, 
pri čemer nastane tertaedrični oksafosfetanski intermediat. Sledi premestitev elektronov 
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(inverzna [2 + 2] cikloadicija) in izstop trifenilfosfin oksida ter tvorba dvojne vezi med 
ogljikovima atomoma (37). 
 
 
Slika 15: Mehanizem Wittigove reakcije (prirejeno po viru 37). 
 
Wittigovo reakcijo smo uporabili pri sintezi spojin 8–11. Trans-(E) in cis-(Z) izomera smo 
poskusili ločiti pri 4-fluorostirilnem derivatu, ker pa sta si po fizikalno-kemijskih lastnostih 
geometrijska izomera zelo podobna, smo ju ločili le deloma, pri čemer se cis-(Z)-izomer 8 eluira 
prvi, kot drugi pa se eluira trans-(E) izomer 9. Izomer (Z) smo uspeli izolirati povsem čist, 
izomera (E) pa nismo uspeli izolirati povsem čistega, saj je po normalnofazni kolonski 
kromatografiji vseboval približno 10 % cis-(Z) izomera (določeno na podlagi 1HNMR analize). 
 
 Redukcija alkenov 
Pri redukciji alkenov smo uporabili plin vodik (H2(g)) s katalizatorjem paladij na ogljiku (Pd/C, 
približno 10 masnih odstotkov paladija). Uporaba vodika je nevarna zaradi potencialnega požara 
ali eksplozije, saj vodik tvori z zrakom vnetljivo zmes v območju med 4,0 in 75,0 volumskih 
odstotkov (38). 
Zaradi omenjene nevarnosti vodika smo pri sintezi spojin 12–14 sprva ustvarili Ar atmosfero. 
Izvedba samih sintez ni bila težavna, vendar je Pd/C problematičen za odstranjevanje, saj lahko 
katalizira gorenje sredstev za čiščenje kot so papirnate brisače. Zaradi tega razloga se odpadni 




 Nukleofilna substitucija 
Nukleofilna substitucija je tip kemijske reakcije, pri kateri skupina bogata z elektroni (nukleofil) 
zamenja izstopajočo skupino na polariziranem - elektrofilnem sp3 hibridiziranem atomu. 
Poznamo dva tipa reakcij, SN2 in SN1. Pri SN2 tipu reakcije elektronski par nukleofila napade 
ogljikov atom z vezano izstopajočo skupino, pri čimer nastane negativno nabit tetraedrični 
intermediat. Sledi premestitev elektronov in izstop izstopajoče skupine. Ta tip reakcije 
prevladuje pri za nukleofil lahko dostopnih ogljikovih atomih. Pri SN1 tipu reakcije najprej 
izstopi izstopajoča skupina, pri čemer nastane pozitiven karbokation. Nato sledi napad 
elektronov nukleofila na karbokation in tvorba vezi med njima. Mehanizem SN1 prevladuje pri 
ogljikovih atomih terciarnih alkilov zaradi večje stabilizacije karbokationa (39, 40). 
Pri sintezah fragmentov 20 in 21 smo kot bazo uporabili NaH, ki odcepi proton cikličnega amida 
- laktama. Nato negativno nabit dušikov atom napade ogljikov atom, izstopi bromidni ion. Pri 
uporabi 2-pirolidona je bilo opaziti višji izkoristek pri uporabi daljše verige (1,3-dibromopropan) 
kot pri krajši verigi (1,2-dibromoetan). V primeru uporabe piperidin-2-ona reakcija sploh ni 
potekla (poskusi sinteze spojine 30).  
Pri sintezah končnih spojin (24–29) smo uporabili nukleofilne substitucije, kjer dušik napade 
pozitivno polariziran ogljikov atom ob bromu. Pri vseh sintezah so bili izkoristki zelo nizki, nižji 
od 10 %. Pri sintezi spojine 23 smo uporabili substitucijo sulfonata, pri čemer smo z uporabo 
metansulfonil klorida iz primarnega alkohola tvorili metansulfonat, ki je dobra izstopajoča 
skupina, saj je metansulfonska kislina elektronsko dobro stabilizirana.  
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5.2 Določanje čistosti končnih spojin s HPLC metodo 
 
Čistost končnih spojin smo določili s HPLC analizo. Čistost spojin smo izrazili kot relativno 
površino pod krivuljo pri 220 nm v % glede na celokupno vsoto površin vseh eluiranih snovi, pri 
čemer nismo upoštevali nereteniranih komponent. Spojine 24–29 so izkazovale čistost nad 95 %. 
Spojina 23 je edina izkazovala nizko čistost, zgolj 58,2 %. Razlog je najverjetneje odsotnost 
pirolidin-2-ona, ki je boljši kromofor od 4-fluorofenilnega fragmenta. Glede na 1HNMR analizo 
je bila spojina čista (Slika 16). 
 




5.3  Testiranje končnih spojin z Ellmanovo metodo 
 
Z Ellmanovo metodo smo določili zaviralno aktivnost končnih spojin na hBChE in selektivnost 
glede na sorodno hAChE. Rezultate smo podali s srednjo inhibitorno koncentracijo IC50 (Tabela 
5) oziroma rezidualno aktivnostjo (RA v %) pri 100 µM koncentraciji testirane spojine. 







RA @ 100 µM 
ali IC50 ±SEM 
24 (spojina zadetek) 
 
99,8 ±8,7  IC50 = 56,4 µM 
23 
 
302,1 ±8,4 IC50 = 5,42 ±1,7 µM 
25 
 
44,2 ±4,0 RA = 56,4 ± 0,1% 
26 
 
311,3 ±8,0 RA = 52,6 ± 1,5% 
27 
 





2799 ±532,7 RA = 51,7 ± 2,0% 
29 
 
5417 ±942,3 IC50 = 63,8 µM 
 
Najmočnejšo zaviralno aktivnost za hBChE je izkazala spojina 25, ključna je bila rigidizacija 
vezi v (Z)- oziroma cis konformaciji fluorostirilnega dela. Na zaviralno aktivnost negativno 
vpliva povečevanje ali zmanjševanje osrednjega piperidinskega obroča (28, 29). Podaljševanje 
verige med pirolidin-2-onskim fragmentom na mestu 1 piperidinskega obroča prav tako zmanjša 
zaviralno aktivnost (27). Podoben negativen efekt na zaviranje hBChE ima tudi zamenjava 
pirolidin-2-ona na mestu 1 piperidina s pirolidinskim fragmentom (23). 
 
Najvišjo selektivnost glede na hAChE je izkazala spojina 25, ključnega pomena je ponovno 
rigidizacija stirilpiperidinskega jedra v cis konformaciji. Na selektivnost ugodno vpliva tudi 
zmanjšanje osrednjega piperidinskega obroča (28), povečanje le-tega pa zmanjša selektivnost 
napram hAChE (29). Najmanjšo selektivnost zaviranja hBChE je v primerjavi s hAChE izkazala 
spojina 23, ki ima v strukturi pirolidin-2-onski obroč nadomeščen s pirolidinom (23).   
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5.4 Kristalna struktura spojine 25 v kompleksu s hBChE 
 
Za spojino 25 z najmočnejšo zaviralno aktivnostjo na hBChE (IC50 = 44,2 ±4,0 nM) je bila v 
sodelovanju s strukturnimi biologi iz Francije (Inštitut za strukturno biologijo, Grenoble) 
razrešena kristalna struktura v aktivnem mestu hBChE (Slika 17). 
 
 
Slika 17: Spojina 25 v aktivnem mestu hBChE (obdelano s programom PyMol).   
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Iz Slike 16 je razvidna poza spojine 25 v aktivnem mestu hBChE. Spojina tvori π- π interakcijo s 
Phe329 in π-kation interakcijo s Tyr332 perifernega vezavnega mesta. Prav tako so možne 
nespecifične in neusmerjene hidrofobne interakcije med pirolidin-2-onskim fragmentom ter 
Trp82 v vezavnem mestu za holin. Spojina tvori π-π interakcijo (t.i. T-stacking) med 
fluorobenzenovim obročem in Trp231 v acil vezavnem mestu. Rigidizacija vezi v obliki (Z) je 
ključnega pomena za višjo aktivnost spojine 25. Razlog je izboljšan entropijski del vezave, saj je 
glede na izhodno spojino 24 (Slika 6 v uvodnem delu) možna samo ena prostorska konformacija 






V sklopu magistrske naloge smo sintetizitali šest zaviralcev encima hBChE ter resintetizirali 
izhodno spojino 24. Encim BChE se je v zadnjih letih pokazal kot perspektivna terapevtska tarča 
v terapiji AB v poznih stadijih zaradi upada aktivnosti AChE. Na podlagi odkritega zaviralca 
hBChE s programom LiSiCA (2 oziroma resintetiziran 24) smo načrtovali in sintetizirali nove 
zaviralce hBChE, pri čemer smo spreminjali osrednji obroč, substituente na mestu 1 piridinskega 
obroča in rigidizirali vez para-fluorofenetilnega dela. Spojine smo biokemijsko ovrednotili z 
Ellmanovo metodo, pri čemer smo določili IC50 vrednosti na encimih hBChE in hAChE. 
Najmočnejšo zaviralno vrednost je pokazala spojina 25 (IC50 = 44,2 ±4,0 nM) z dvakrat nižjo 
vrednostjo IC50 v primerjavi s spojino zadetkom 24 (IC50 = 99,8 ±8,7 nM). Iz dobljenih 
razultatov lahko sklepamo na ugoden prispevek cis-(Z) konformacije fluorostirilnega dela k 
zaviralni aktivnosti zaradi izboljšanega entropijskega prispevka pri vezavi v aktivno mesto. Prav 
tako smo dokazali negativen vpliv na zaviralno aktivnost pri spremembah velikosti 
piperidinskega obroča za spojini 28 (IC50 = 2799 ±532,7 nM) in 29 (IC50 = 5417 ±942,3 nM) ter 
spremembah substituentov na mestu 1 piperidinskega obroča (spojini 23 in 27). Zaviralno 
aktivnost spojin je zmanjšala tudi trans-(E) konformacija fluorostirilnega dela, kar je razvidno 
pri spojini 26 (IC50 = 311,3 ±8,0 nM). Selektivnost glede na hAChE je bila najvišja pri spojini 
25, saj je bila pri testirani koncentraciji 100 µM popolnoma neaktivna na hAChE (RA = 56,4 ± 
0,1%). Iz razrešene kristalne strukture spojine 25 v aktivnem mestu hBChE lahko izluščimo za 
vezavo ključne interakcije: π-π interakcijo (t.i. T-stacking) med fluorobenzenovim obročem in 
Trp231, π-kation interakcijo s Tyr332 ter van der Waalsove interakcije med pirolidin-2-onskim 
fragmentom ter Trp82. 
Na podlagi dobljenih rezultatov aktivnosti, selektivnosti in razrešene strukture kompleksa 25-
hBChE lahko načrtujemo nove zaviralce hBChE. Smiselno bi se bilo osredotočiti na 
modifikacije substituentov na benzenovem obroču, ki bi lahko še dodatno ojačale vezavo preko 
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